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A catalytically inactive ﾟ  1 ，4・ N-acetylglucosaminyltransferase1 (Gn 
T -11) behaves as a dominant negative GnT・ 111 inhibitor. 
(GnT- 1IIの不活性型変異体はドミナントネガティプ阻害剤として作用
する。)
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論文内容の要旨
β1，4-N-acetylglucosaminyltransferaseill (GnT -ill) は、 N型糖鎖コア β-Man に GlcNAc を β1 ，4結合で転移す
る反応を触媒し、いわゆる bisecting GlcNAc を合成することによってN型糖鎖生合成を制御する重要な酵素である。
GnT-ill および bisecting GlcNAc の生物学的な機能に関する研究は主に遺伝子導入を用いた実験系によりなされ、 G
nT-ill の過剰発現による bisecting GlcNAc の増加が癌転移や細胞接着など様々な現象に大きな影響を与えることが
示されてきた。しかし、より詳細に bisecting GlcNAc の機能を明らかにするためには、内在的な bisectingGlcNAc 
の発現を特異的に抑制しその影響を細胞レベルで解析する必要性があると考えられる。その抑制法のーっとして Gn
T-ill のドミナントネガティプ変異体を用いることが考えられるが、糖転移酵素変異体によるドミナントネガティプ
効果についてはこれまでほとんど検討されていな L、。従って、糖転移酵素におけるドミナントネガティブ効果を詳し
く研究することはある特定の糖鎖構造の意義や糖転移酵素の機能を明らかにするうえで、きわめて有用であると考え
られる。
本研究では、 GnT-皿の不活性型変異体がドミナントネガティプ効果を有するか否かを調べることを目的とし、活
性残基の同定とそれに基っ・いた GnT-ill不活性型変異体の作製を行~"そのドミナントネガティプ効果について解析
した。
【方法ならびに成績】
GnT-ill とカタツムリ由来の β1 ，4GlcNAc 転移酵素およびウシ由来の β 1，4Gal 転移酵素 l との問に保存されている
領域をドットマトリクス解析により探索した。その結果、 3 種の酵素間で高度に保存されている短い領域が存在し、
その領域中 3 つのアスパラギン酸が完全に保存されていることが明らかになった。この内 2 つのアスパラギン酸は多
くの糖転移酵素に保存されているいわゆる D-X-D モチーフと考えられた。続いて、 GnT-ill の保存されたこれらの 3
つのアスパラギン酸 (Asp-321 、 Asp-323ならびに Asp-329) をそれぞれアラニンに置換した変異体 (D321A ，
D323A ならびに D329A) を部位特異的変異導入法により作製し COS-l細胞に発現させた。ウエスタンプロット法に
よりタンパク質の発現量及び糖鎖の付加について調べたところ、野生型と各変異体間において差は認められなかった。
ところが GnT-ill 酵素活性を測定したところ、 D329A では野生型酵素と同等の活性を有していたが、 D321A と
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D323A の変異体においては酵素活性を検出することができなかった。このように GnT- II1の Asp-321 と Asp-323は活
性に必須であることから、これらの残基は機能的な D-X-D モチーフを構成しており触媒機構に関与すると考えられ
fこo
次にドミナントネガティプ効果について調べるために、内在性の GnT-II1を発現している Huh6細胞に D323A 変
異体遺伝子を導入し D323A 変異体を恒久的に発現する細胞株を樹立した。この細胞株の GnT- II1、他の GlcNAc 転
移酵素である GnT-V及び β 1，4Gal 転移酵素の各酵素活性測定を行ったところ、 GnT-V と ß 1 ，4Gal 転移酵素の活性
は親株と同等の活性を有していたが、 GnT-皿活性のみ D323A 変異体導入株で親株の 1/10に減少していた。このと
き、内在性の GnT- II1の mRNA の発現量を RT-PCR により比較すると親株と D323A 変異体導入株で差は認められ
なかった。さらにこれらの細胞から糖鎖を調製し構造解析を行った結果、親株と比較して D323A 変異体導入株では
bisecting GlcNAc 構造を有する糖鎖が劇的に減少していることが明らかとなった。以上の結果は、 D323A 変異体の
過剰発現は内在性の GnT-II1を何らかの機構で特異的に限害することを示しており、この不活性変異体が bisecting
GlcNAc の合成に関してドミナントネガティプ変異体として作用することが示唆された。
【総括】
本研究において、 GnT- II1の D-X司D モチーフを構成する 2 つのアスパラギン酸残基が活性に必須であること、なら
びにこの残基の変異体が bisecting G lcN Ac 合成を特異的に阻害するドミナントネガティプ変異体であることが示唆
された。このような糖転移酵素におけるドミナントネガティプ変異体を用いた手法は、今後糖鎖の機能を研究するう
えで有用であると考えられる。
論文審査の結果の要旨
N-アセチルグルコサミン転移酵素III CGnT- II1)は、 N型糖鎖生合成において分岐を制御する大変な重要な酵素で
あり、反応産物である bisecting GlcNAc の増加が癌転移の抑制や細胞接着の増強などの現象に関与することが明ら
かにされている o 申請者は、 GnT-II1が多くの糖転移酵素に保存されている D-X-D モチーフを有し、モチーフを構成
する 2 つのアスパラギン酸が酵素活性に必須であることを実験的に初めて明らかにした。加えて GnT-II1不活性型変
異体が特異的に活性型の GnT-II1活性を姐害するドミナントネガティブ変異体として作用することを示唆する実験結
果を得た。本研究は、現在まであまりなされていない糖転移酵素におけるドミナントネガティプ効果について詳細に
解析を行ったものであり、今後糖鎖工学の更なる発展に大きく寄与しうると考えられる。また GnT-II1の活性残基の
同定は、 GnT-II1の酵素学的性質の解明に貢献するもので大変意義があるものと思われる。よって本研究は、学位論
文に値するものと認められる o
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